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1. GIRIS VE AMAC

Otolog kanin santrifiij islemlerinden gegirilmesi ile elde edilen ' Trombositten
Fakir Plazma ' (TFP) fibrin yapistirict olarak da bilinmektedir. Trombositten
Zengin Plazmanin (TZP) kabaca trombositten fakir formu seklinde de
tanimlanabilir.'? TFP i¢inde az oranda trombosit ve daha ¢ok oranda fibrinojen
icermektedir, bu iiriin otolog kandan elde edilebilecegi gibi ticari hazir {iriinler
seklinde de piyasada bulunmaktadir. Ticari formlar1 TFP'min iginde yer alan
fibrinojenin trombin ve kalsiyum ile muamele edilmesi sonucu olusan polimerize

formlar seklinde bulunmaktadir .

TFP ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda tanimlanmis olup adheziv 6zelligi
olmasi, operasyon siiresini kisaltmasi1 ve hizli etki siiresinden dolay1 giinlimiize
kadar bir¢ok arastirmanin konusu haline gelmistir. Giiniimiizde plastik cerrahi,
ortopedi, beyin cerrahi, gastrointestinal sistem cerrahileri ve endoskopik cerrahiler
gibi birgok alanda hemostatik ajan olarak kullamlmaktadir.”* Otolog kanmn
santrifiij isleminden gecirilmesi ile TZP ve TFP ayni1 anda elde edilebilmektedir.
TFP ticari form olan fibrin yapistiricilar ile benzer 6zelliklerde olup aralarindaki
fark TFP' nin daha diisiik konsantrasyonlarda fibrinojen i¢ermesidir.”” Bu farka
ragmen TFP' nin adheziv 6zellikleri bulunmaktadir. TFP, fibrinojen disinda kan
proteinlerinden 6zellikle albumin basta olmak iizere gama globulin ve immun

serum globulinlerini de igermektedir.

Botulinum A Toksini (BTxA) gram (+) sporlu anaerobik bir basil olan

Clostridium Botulinum'dan elde edilen, kas-sinir kavsagina presinaptik sinir



terminalinden asetilkolin salimini inhibe ederek paralitik etki gosteren kuvvetli bir
norotoksindir. Toksin Plastik cerrahi, Dermatoloji, Ortopedi, Fizik Tedavi ve
Noroloji gibi bdliimlerce yaygin olarak kullanilmaktadir. Plastik Cerrahi alaninda
esas kullanim alam fasiyal ¢izgilerin kozmetik amag¢li kemodenervasyonu olup,
bunlarin yaninda hiperhidrozis, temporomandibuler eklem hastaliklari, migren tipi

bas agrisi, blefarospazm ve flep cerrahilerinde de kullanilmaktadir.

BTxA 150 kDa agirliginda hafif ve agir zincirden olusan polipeptit yapili bir
molekiildiir ve hafif zincir ¢inko bagimli metalloproteinaz enzim aktivitesini
icermektedir.'” Toksin motor son plakta sinire endositoz yoluyla alinmakta ve
hafif zincir kolinerjik sinir terminalinde asetilkolinin kalsiyum (Ca™") bagimli
egzositozunda gorev alan SNARE (Soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion
protein Attachment REceptor) membran kompleksine baglanarak yapisini
bozmakta ve kolinerjik transmisyonu engellemesi sonucunda motor son plakta

aksiyon potansiyeli olusamamaktadir.''

BTxA toksininin etkisini geri déndiirmek igin potasyum (K") kanal blokerleri,
endositoz antagonistleri ve hafif zincirdeki metalloproteinaz aktivitesini bozan
cesitli ajanlar tantmlanmistir ancak biyoyararlanimi arttirmaya yonelik literatiirde

kisith sayida ¢alisma mevcuttur.'?

Yapilan literatiir taramalarinda BTxXA' nin biyoyararlanimini arttirmaya
yonelik noroloji kaynaklarinda in-vitro olarak yapilmis smirli sayida deneysel

calisma mevcuttur.””"'* Bu deneysel calismalarin hepsinde biyoyararlanimi



arttirmak icin hazir insan albumini kullanilmistir. Deneysel hayvan modelinde

hayvanin kendisinden yeterli miktarda saf albumin izolasyonunun hem miimkiin

olmamast hem de maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle hayvanlarin otolog
saflastirilmis albumini ile toksin sulandirilmasinin hem deneysel olarak ve hem de
klinik pratikte insan modellerine uyarlanmasi pek miimkiin degildir. Bu deneysel
calisma modelinde otolog albumin yerine hem deneysel modellerde kolay elde
edilebilirligi, hem de pratik ve ucuz maliyetli olmas1 nedeniyle deneklerin otolog
TFP' sinin kullanilmas1 planlandi. Bunun nedeni TFP' nin iceriginde hem albumin
bulunmasi hem de klinigimizde daha Onceden yapilmis bir ¢alismada TZP
mezoterapi ile BTxA kombinasyonunun BTxXA' nin paralitik etkisini azalttig
saptanmis olmasidir.”> Ayrica insanlarda hazir insan albumini ile sulandirilmis
toksin modelini temsil etmesi i¢in deney hayvaninin kendi tiiriine ait olan hazir

albumin preparatlarinin kullanilmasi planlanmustir.

Calismamizin ¢ikis noktas1 yukaridaki durumlar baz alinarak planlanmis ve
TFP ve/veya albumin ile sulandirmanin BTxA {izerinde biyoyararlanima bir
katkisinin olup olmadigi ve klinik uygulanabilirligi agisindan arastirma

yapilmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1 TROMBOSIT VE TROMBOSITTEN FAKIR PLAZMA

Trombositler kemik iliginde megakaryositler tarafindan iiretilen kandaki en
kiictik sekilli elemanlardir. 2-5 pm c¢apl disk seklindeki hiicresel fragmanlardir.

Insanlarda niikleus icermezler mitokondri, mRNA ve sitoplazma igeriginden



olusurlar. Sayilar1 ortalama 150-300.000 arasinda degismekle birlikte dolagimdaki
Omiirleri 8-10 giindiir. Periferik yaymada trombositler kiimeler halinde
gorlilmektedir. Dolagimda yer alan en kiigiik hiicre olmalari, kan akiminda bu
hiicrelerin en periferde seyretmesine ve vaskiiler endotel ile yakin temasta
olmalarma yol acar. Esas fonksiyonlar1 vaskiiler endotelyal hasar meydana
geldiginde aktifleserek kiimelenip trombotik tikag (piht1) olusturarak hemostazi

saglamaktir.

Trombositler yapisal olarak periferden santrale dogru 4 farkli zona

ayrilabilir.'®"”

1) Periferal zon: Glikoproteinden zengin bolge (Trombosit adhezyon,
aktivasyon ve aggregasyon). Bu bdlgede hiicre membranina agilan ufak delikler

olup bu delikler ag¢ik kanalikiiler sistem ile baglantihdir (Sekil 1).

6

Sekil 1: Trombosit yaplsl.1 Agik kanalikiiler sistem ve hiicre membrani
arasindaki baglanti. Trombositin sol dis kenarinda ve sag tarafinda daha yogun

olan porlar. (x 26.000) OCS (Open canalicular system)



2) Sol-gel zon: Trombositin diskoid seklinin korunmasina yardimci olan

mikrotiibiil ve mikrofilamentlerden zengin alan (Sekil 2).

Sekil 2: Trombosit ylizey membrani uzaklagtirildiktan sonra mikrotiibiil (T)
sarmalin goriiniimii'®. Siyah alanlar graniil yap1 icermekte ve elektron dense
olarak goriilmekte. Beyaz alanlar sitoplazmada bulunan negatif boyanmis

mikrofilamentler (x 22.000).

3. Organel zon: Trombosit graniilleri agisindan zengin alandir. Bu alanda o

graniil, yogun cisim (0 graniil) ve lizozomlar olmak iizere 3 major sekretuar

graniil bulunmaktadir (Tablo 1).'*"



Tablo 1: Trombositte bulunan graniiller ve igerikleri

Alfa Graniil Delta Graniill (Yogun | Lizozomlar

cisim)
1) Koagiilan ve | 1) Katyonlar 1) Asit Proteazlar
Antikoagiilan Faktorler | Ca®", Mg®" K Katepsin, elastaz,
Faktor V, IX, XIII, kollojenaz,
protein S, plazminojen karboksipeptidaz

2) Adezyon molekiilleri | 2) Fosfatlar 2) Glikohidrolazlar
Fibrinojen, von | Polifosfat, pirofosfat Glikozidaz, galaktozidaz,
Willebrand faktor glukuronozidaz

3) Biiyiime faktorleri 3) Biyoaktif aminler 3) Anti Fosfatazlar

EGF, IGF, TGF-p Seratonin, histamin Asit fosfataz

4) Anjiojenik faktorler

VEGF, FGF, PDGF

4) Niikleotidler

ATP, ADP, UTP, GTP

5) Proteaz inhibitorleri
o makroglobulin

o antiplazmin
Metalloproteinaz

inhibitorleri

6) Albumin ve immun
mediatorler (C3, C4, Ig

G)




Alfa graniiller trombositlerde bulunan ana graniil olup yapisinda 300'den fazla
¢cozlinebilir protein bulunmaktadir. Bu graniiller koagiilasyon, adhezyon,
inflamasyon, hiicre biiyimesi ve konak defansinda rol oynayan mediatorleri

icermektedir.

Yogun (Dense) graniiller biyoaktif aminler ve bunun yaninda bazi ilaglara

direng gelisiminden sorumlu olan tasiyici proteinleri yapisinda barindirmaktadir.

Lizozomal graniiller ise yapisinda protein, karbonhidrat ve lipit

metabolizmasindan sorumlu olan enzimatik yapilari igermektedir.

4) Membranéz zon: Yogun tiibiiler sistemi igerir (Sekil 3). Bu sistem
tromboksan A2 sentezinden sorumlu olup trombosit membrani ile dig ortama

baglanarak tromboksan A2 salimin saglar.

Sekil 3: Gozeli membran kompleksi (MC), acik kanalikiiler sistem (OCS) ve

yogun tiibiiler sistem (DTS)'den olusmaktadir (x50.000)."



TROMBOSITTEN FAKIiR PLAZMA

Fibrin yapistiric1 veya TZP' nin trombositten fakir formu olarakta bilinen TFP
tam kanin santrifiijii sonrasinda elde edilen iki plazma fraksiyonundan en iistte yer
alan diisiik molekiiler agirlikli az oranda trombosit ve daha ¢ok oranda fibrinojen

iceren plazma kismi olarak tanimlanmaktadir.'>

Bir¢ok cerrahi brang tarafindan esas olarak hemostatik ajan sifatiyla
kullanilmis olup, bu amagla kullanimi ilk olarak 1909 yilinda Bergel tarafindan
tanimlanmistir. Young ve Medawar 1940 yilinda periferal sinir onarimlarinda ve
Cronkite 1944'te si8ir trombini ile muamele edilmis plazmay1 cilt grefti

2024 Literatirde plazmanin  alt  iinitelere

uygulamalarinda  kullanmustir.
ayristirilmasina  ve TFP  elde etme protokollerine bircok kaynakta

rastlanmaktadir(Sekil 4).24'35

Giliniimiizde TFP (fibrin yapistiric1) 2 farkli yontemle elde edilerek
kullanilabilmektedir. Bunlardan biri, otolog alinan periferik vendéz kanin 2 kere
santrifiij isleminden gecirilerek elde edilmesiyle olmaktadir. Diger yontem ise
hazir ticari preparatlarin in-vitro ortamda hazirlanmasi ile olmaktadir. Otolog
olarak elde edilen TFP, ticari hazir preparatlarla karsilastirildiginda maliyeti daha
diisiik olup, daha az yogunlukta fibrinojen ig¢erigine sahiptir buna ragmen yapilmis
olan literatiirdeki yayinlarda TFP' nin hemostatik amagli basar1 ile kullanildig:
goriilmektedir.***** Ayrica ticari preparatlarda diisiikte olsa hastalik gecis riski
bulunmaktadir. Bu ticari preparatlar ilk olarak 1972 yilinda Matras ve arkadaglari

tarafindan Avrupa'da kullanima sunulmus olup, Amerika'da 1998 yilinda FDA



onay1 aldiktan sonra kullanima girmistir.”* Tisseel (Artiss-Baxter, Westlake
Village, CA, USA), Evicel (Johnson & Johnson, Somerville, NJ,USA), Cryoseal
(Thermogenesis, Rancho Cordova, CA,USA), Vitagel (Orthavita, Malvern, PA,
USA) gilinlimiizde FDA onay1r almis hazir preparatlardan bazilaridir. Bu
preparatlarin ve TFP' nin literatiirde tanimlanmis olan ¢esitli endikasyon ve

endikasyon dis1 kullanim alanlar1 bulunmaktadir(Sekil S ve 6).

Literatiirde son yillarda, bazi ilaglarin (bliylime faktorleri, kemoterapodikler,
lokal anestetikler) hedef bolgelere tasinmasi ve doku miihendisligi (gen
transferleri, hiicre kiiltlirleri) alanlarinda yogun bir arastirma silirmekte ve

kullanim alanlar1 her gegen giin genislemektedir,**>2%4%47



1. santriflij

l

Buffy coat + Plazma (TZP)

SN

1.5 cc (Buffy coat) TZP
l +
0.5 cc Ca glukonat 10%
l |
2. santrifij 2. santrifij

l i

Trombin | | Plazma (list 2/3) ve eritrosit-trombositkiimesi (alt 1/3)

TFP (st 2/3) | TZP (alt 1/3)

Sekil 4: Literatirde tanimlanan tam kandan TZP, TFP ve trombin elde etme

protokolii
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Endikasyon dahilinde kullanim alanlari

I

Hemostatik (Tim cerrahiler) Tikayici (Sealant) (Kolon cerrahisi)

Adeziv (Yanik sonrasi greftleme)

Sekil 5: Amerika'da trombosit fakir plazmanin (fibrin yapistirici) FDA tarafindan

onaylanmis kullanim alanlar1

Endikasyon disi kullanim alanlari

_V_(‘—IT!ka":i; sealant Adeziv (Topikal) Doku miihendisligi _g_s__:a t: lnr'r:m

r
::;;L;torr?:;na Kikirdak Hicre kiltiri ir;l::li;:gzsyin
(Urolojik,intestinal,Sinir, e Greft sagkalimi Kemoterapddikler
Vaskiiler) Pleure.l Gen transferi . Blylme faktorleri
Endotelizasyon Dermis Organ blytmesi Lokal anestetikler
Azalmig seroma hokchilcee

Mesh

Dren sonrasi

Sekil 6: Trombositten fakir plazmanin (fibrin yapistirici) literatiirde tanimlanmis

endikasyon dis1 kullanim alanlari

11



2.2 BOTULINUM A TOKSINI (BTX-A)

Botulinum toksini gram (+) anaerobik bir bakteri olan Clostridium Botulinum
tarafindan {iretilen ve insan icin en potent toksindir. Insan sinir sistemi toksinin 5
farklh serotipine duyarhidir (BTX-A, B, E, F, G). Toksin botulizm olarak bilinen
klinik tabloya yol agmaktadir ve besin kaynakli, infantil, yara kaynakli ve

inhalasyon kaynakli olmak iizere 4 farkli formda gériilebilmektedir.*®

Botulizm klinik olarak gérme bozuklugu, yutma giigligii, eklem agrisi, motor
ve otonomik sinirleri etkileyen simetrik asagi dogru ilerleyen flask paralizi,
solunum depresyonu ve en sonunda Oliimle sonuglanan bir tabloya yol

a¢cmaktadir.

Tarihsel olarak toksinin kesfi 1897 yilinda Belgikali arasgtirmact Van
Ermengem tarafindan yapilmig olup toksin kontamine olmus bir etten izole
edilmigtir. 2. Diinya savasi sirasinda toksinin biyolojik silah olarak kullanim
amagli ¢esitli arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Scott botulinum toksininin kas paralizisi
etkisi ve glivenilir doz araligini arastirmig ve 1981 yilinda strabismus tedavisi i¢in
toksin uygulamasi gergeklestirdigi 20 hastalik serisini yaymlamistir.*’ Toksinin
kozmetik amaclh kullanimi ilk olarak 1987 yilinda Jean Carruthers ve Alistair
Carruthers tarafindan glabella ve kaz ayaklari igin tanimlanmustir.”® Ancak
toksinin glabellar bolge i¢in kullanim onay1 FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan cesitli toksin alt tipleri i¢in farkli yillarda olmakla birlikte ilk olarak

2002 yilinda verilmistir.
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2014 ASAPS (The American Society for Aesthetic Plastic Surgery) verilerine
gore yilda ortalama 3.5 milyondan fazla botulinum toksin uygulamasi

yapilmaktadir ve cerrahi olmayan girisimler icinde en sik yapilan

uygulamadir.’' Toksinin kozmetik alan disinda servikal distoni, blefarospasm,

hiperhidrozis, oftalmolojik ve

konusudur (Tablo2).

otolaringolojik

Tablo 2: Botulinum toksinin g¢esitli kullanim alanlar1

alanlarda da kullanimi s6z

Noroloji Oftalmoloji | Otolaringoloji | Plastik Uroloji Gastrointestinal | Algoloji | Jinekoloji
cerrahi Proktoloji
Servikal Strabismus | Spazmodik Kingiklik Hiperaktif | Akalazya Migren | Vajinismus
distoni disfoni tedavisi mesane tipi agr1
Blefarospazm | Timsah Bruksizm Hiperhidrozis | Detriisor Anal fissiir
gozyasi dissinerjisi
Hemifasiyal Lagoftalmus | Rinit Migren tipi | Prostat
spazm agri hipertrofisi
Oromandibuler Sialore Timsah Sfinkter
distoni gbzyasi spastisitesi
Yazici krampi Bruksizm
Tardif Frey
diskinezi sendromu
Tourette
sendromu
Diger spastik
bozukluklar
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NOROMUSKULER TRANSMIiSYON, BOTULINUM TOKSININ

YAPISAL OZELLIKLERIi VE ETKi MEKANIZMASI

Botulinum toksininin etki mekanizmasini1 anlasilabilmesi i¢in kolinerjik
kavsaktaki fizyolojik noromuskuler transmisyon basamaklarinin bilinmesi

gerekmektedir.

Temelde kolinerjik norotransmisyon, asetilkolinin sentezi, depolanmasi,
salimimi, hedef bolgeye baglanma, yikim ve geri doniisiim olmak tizere toplamda

6 basamaktan olusan bir siirectir (Sekil 7).

Acetyl CoA Na*
wolim Choline
Action Choline
tontial | dcetyl-
. poten transferase
Amino-
glycosides w Ach
Lambert-Eaton
Syndrome -
antibody ™
BTX-A %_
ﬂmrlo-/
tagmin
Endosome
Myasthenia
Gravis
Nigcotinic .
Receptor
Sccond messengor
Muscle contraction
Botulinum toxin Synaptotagmin Synaptosomal
(botulinum toxin associaled
U Light chsin racaplor) protein (SNAP-25)
Vesicic
_— Associated Syntaxin
Membranc
= oeusgeteed protein (VAMP) &g Acatyicholine (Ach)

Sekil 7: Kolinerjik nérotransmisyonun basamaklar1 °* ( Wilber Huang, MD, et al.,

Pharmacology of botulinum toxin J Am Acad Dermatol 2000;43:249-59.)
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Botulinum toksininin 8 farkl serotipi (A, B, C1, C2, D, E, F, G) bulunmakta
olup bu proteinlerin ortalama molekiiler agirligi 150 kDa'dur. Botulinum toksini
tek polipeptit zinciri yapisinda sentezlendikten sonra intraselliller veya
ekstraselliiler proteazlar araciligi ile 100 kDa agirhigindaki agir zincir ve 50 kDa
agirhigindaki hafif zincirden olusan dimer yapisina doniisiir. Toksinin etkinligini
gosterebilmesi icin hem agir hem de hafif zincire ihtiya¢ vardir Bu iki zincir
birbirine 1stya karst duyarhh disiilfit baglar1 ve non-kovalent giiglerle

3337 Botulinum sporlari ¢evresel etmenlere karsi dayamkl olsa da

baglanmstir.
toksin sicaklik ve pH degisimlerine kars1 oldukg¢a hassastir. Toksin 80 °© C' de 6

dk. icinde inaktive olur.”

Botulinum toksini hedef hiicrede 4 asamadan olusan bir mekanizma ile etki

eder(Sekil 8).°

Sekil 8: Botulinum intoksikasyonunun 4 asamali modeli (Jankovic J., et al.,
Botulinum Toxin Therapeutic Clinical Practice and Science 1st Edition, Elsevier

Saunders, 2009.)
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1) Baglanma: Toksin presinaptik kolinerjik reseptorlere agir zincirde yer alan
50 kDa karboksil terminali araciligi ile baglanmaktadir. Toksinin alt tipleri

baglanma i¢in farkl reseptorleri kullanmaktadir.

2) Internalizasyon: ikinci asama reseptor aracili endositozdur. Toksin
endositoz icin sinaptik vezikiil protein (SV2) ve gangliozidleri reseptor olarak

kullanmaktadir.

3) Translokasyon: Endositoz sonrasi toksindeki agir zincirin 50 kDa'luk
amino terminali vezikiil i¢ginde hem iyon kanali olusturup ortam pH'sin1 diisiiriir
hem de pH degisikligi sonucu konfigiirasyonu degisen hafif zincirin vezikiilden

sitoplazmaya translokasyonunda rol oynar.

4) Norotransmitter (asetilkolin) saliminin inhibisyonu: Presinaptik
terminalde yer alan asetilkolin iceren sinaptik vezikiillerin plazma membranina
flizyonunda SNARE protein kompleksi gorev almaktadir. Sintaksin,
synaptobrevin ve SNAP-25 (Synaptosome associated protein of 25 kDa) SNARE
protein kompleksini olusturmaktadir.Botulinum toksininin hafif zinciri ¢inko
(Zn™) bagimh metalloprotez aktivitesine sahip olup bu protein kompleksinin
kirilmasina yol acar. Bunun sonucunda ndéromuskuler kavsakta veya ekrin ter
bezlerindeki otonomik sonlanmalarda asetilkolin salinimi gergeklesmemekte ve
norotransmisyon inhibe olmaktadir(Sekil 9).> Her bir botulinum toksin serotipi
SNARE protein kompleksinde farkli alanlar1 kirar. Serotip A ve E SNAP-25",
Serotip B, D, F ve G sinaptobrevini, Serotip C ise SNAP-25 ve Sintaksini kirar

(Sekil 10).%°
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Neuromuscular junction

transmitter release

Action of
botulinum neurotoxins

Sekil 9: Botulinum toksininin etki mekanizmasi (Dickerson JT, Janda KD. The

use of Small Molecules to Investigate Molecular Mechanisms and Therapeutic

Targets for Treatment of Botulinum Neurotoxin A Intoxication. ACS Chem Biol.

2006; 1(6):359-69.)
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BoNT B BoNID BoNIIC = =

BoNT/G TeNT = 5 E

BoNTE =3 E

o > =
i Acetylcholine B gg g;
= 9 = VAMP/Synaptobrevin EE =
. & = =
SNAP-25 Wi  E
ey, ) o i i
Synaptic vesicle \_ EE
BoNT/C BoNTE = =

BoNT/A = =

Sekil 10: Botulinum ndrotoksinin SNARE kompleksindeki hedef molekiilleri
( Barr,John R.Botulinum Neurotoxin Detection and Differentiation by Mass

Spectrometry. Emerging Infectious Diseases 2005; 11(10):1578-83.)

Botulinum toksin enjeksiyonu sonrast olusan denervasyonun = sinir
terminallerindeki rejenerasyon sonucu geri donmektedir. Rejenerasyon 2

asamadan olusmaktadir.

1. asama (Erken faz): Inaktive haldeki postsinaptik terminalden salinan
bliyime faktorleri presinaptik bolge sinir terminalinde yeni aksonal
tomurcuklanmalara neden olur. Olusan bu tomurcuklanmalar immatiir sinapslari
meydana getirir ve rejenerasyonun erken fazindan sorumludur. 2-3 hafta i¢inde bu

bolgelerden iletim baslar.
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2. asama (Gec¢ faz): Yeniden innervasyon saglanir ve bunun sonucunda erken
fazda olusmus olan aksonal filizlenmeler regrese olarak bu bdlgelerden olan iletim

durur. Ortalama 3-6 ay igerisinde tamamlanir (Sekil 11).%!

1 ‘Sprou‘_ts

Nerve ending

N, "

Muscle Muscle Acetylcholine release

Sekil 11: Erken donem presinaptik terminalde aksonal tomurcuklanma (A). Geg
dénem aksonal tomurcuklanmada regresyon ve reinnervasyon (B). (Botox"
prescribing information, March2010. Auvaliable at:

http://www.allergan.ca/Assets/pdf/botox mechanism_of action.pdf)
BOTULINUM TOKSIN INHIBITORLERI

Botulinum toksini etkisini baglanma, internalizasyon, translokasyon ve
inhibisyon asamalarindan olusan ¢ok basamakli bir mekanizma {izerinden
gerceklestirmektedir. Toksin inhibisyonunun temeli bu asamalardan herhangi
birisinin blokaji esasina dayanmaktadir ve bu amag i¢in literatiirde tariflenmis

bir¢cok ajan bulunmaktadir (Tablo 3). 96
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Tablo 3: Literatiirde tanimlanmis bazi botulinum toksin antagonistleri

INHIBITOR AJAN ETKI ETTIGI BASAMAK | ETKI MEKANIZMASI
Lektin Baglanma Toksin reseptoriine yarismali
baglanir
Proton iyonoforlar, Nigerisin, | Internalizasyon, Vezikiil ici pH 1,
Monensin, Klorokin, | Translokasyon translokasyon inhibisyonu
Kinolonlar
Amonyum klorid, Metilamin | Internalizasyon, Toksine baglanma, toksinin
hidroklorid Translokasyon etkinligini yavaglatma
Aminopiridinler Internalizasyon, Presinaptik  terminalde K'
Translokasyon blokaj, hiicre i¢ine Ca*" akisi
Asetilkolin saliniminda 1
Bis (5-amidino-2- | Inhibisyon (Asetilkolinin | Hafif  zincirdeki Zn '
benzimidazolyl) parcalanmasi) kofaktdriinii koparir,
proteolitik aktivite |
Benzylidene siklopentenedione | Inhibisyon (Asetilkolinin | Toksinin proteolitik kisminin
pargalanmasi) kovalent modifikasyonu
sonucu geri  doniisiimsiiz
inhibisyon

Bu ajanlarin bircogu kimyasal yapisi, toksik ozellikleri ve giivenilir doz

araliklarinin dar olmasi nedeniyle terapodik olarak kullanimlart sinirlidir.

Ozellikle internalizasyon ve toksinin translokasyon fazinda etkili olan olan

ajanlar toksinin etkisini gegici olarak durdurabilmektedir. Capkova ve ark. 2010
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yilinda toksinin ilk geri doniisiimsiiz inhibisyonuna yol agan Benzylidene

siklopentenedione isimli kimyasal maddeyi tammlamistir.®®

Son 15 yil igerisinde, SNARE protein kompleksinin proteolizi {izerinde bir¢ok
arastirma yapilmistir ve bu alanda kullanilan maddeler toksinin aktif bélgesinin
inaktivasyonu prensibine dayanarak etki etmektedir. Peptid ve peptidomimetik

yapidaki inhibitorler bu maddelerden bazilaridir (Sekil 12).

Cytosol

Botulinum wod
Neurotoxin : : Inhibited by:
= % z
bafilomycin A1,

% HC (ii) Endocytosis ; SOGRARTR A
LC methylamine hydrochloride,

\»f; /> . ammonium chloride
(i) Cell Surface 6 (iii) Endosome
Binding Acidification

Inhibited by: ? _. N

plant and animal lectins,

synthetic glycoconjugates, 2
antibodies Q

(iv) Endopeptidase

Syntaxin | Translocation
Y qﬁ - ‘90_1\,-?
— c

-— BoNT A, E, C @

sNap2s | B 0,68
\ 30“1 B
VAMP F (v) SNARE Cleavage

X Inhibited by:
1 | - small molecule inhibitors,
- o peptide inhibitors,
peptidomimetic inhibitors

Sekil 12: Botulinum toksinin inhibitérleri ve etki ettigi basamaklar (Hakami RM,
et al., Gaining ground: assays for therapeutics againist botulinum neurotoxin.

Trends Microbiol. 2010 Apr;18(4):164-72.)

Klinigimizde Bulam ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilmigs olan bir
caligmada trombositten zengin plazma mezoterapisinin botulinum toksini ile es
zamanli uygulanmasi durumunda da toksinin paralitik etkisinde azalma oldugu

15
saptanmigtir.
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Botulinum toksini tiim bu maddelerin disinda antikor araciligi ile de inhibe
olabilmektedir.*’ Toksin, toksik olan ve daha biiyikk oranda da toksik olmayan
proteinlerden olusur. Tiim bu proteinler viicut i¢in yabanci antijen gorevi
gormekte ve antikor olusumunu tetikleyebilmektedir. Toksik olmayan kisma karsi
olusan antikorlara notralizen olmayan antikor adi verilmekte ve etkileri heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Toksik kisma karsi olusan antikorlara ise nétralizan
antikor adi verilir ve tedavi basarisizlig1 ile tedaviye direngten primer sorumlu
olan antikorlardir. Bu antikorlarin olusumunda toksinin yiiksek dozlarda ve sik
araliklarla yapilmasi etkilidir. Uygulama siiresinin minimum 12 hafta ile sinirl
tutulmas1 ve etkili olan en diisiik dozun kullanilmasi antikora bagli direncin

gelisimini engelleyebilir.*®
BOTULINUM TOKSIN AKTIVATORLERI

Schmidt ve Bostian tarafindan 1997 yilinda yapilan in vitro bir ¢aligmada
botulinum toksininin sigir serum albumini ile muamele edilmesi sonucu,
kinematik analizde toksinin SNAP-25 proteinlerini daha etkili bir sekilde
kirdigindan bahsedilmistir. Calismada 1mg/ml konsantrasyonda sigir serum
albumin ilavesi toksinin katalitik etkisini 10 kat arttirmistir. Bu etkinin albuminin

non spesifik stabilizator etkisinden kaynaklanabilecegi 6ngdriilmiistiir.”’

Albumin disinda literatiirde  2-achylguanidyl-5-phenil thiophene isimli
madde botulinum toksin aktivasyonu icin aselliller ortamda basarili ile
aktivasyonda kullanilmis ve otorler tarafindan siiperaktivatdér olarak

tanimlanmistir.”°
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Bu bulgularin 1s181nda, toksinin formiilasyonu yukarida bahsedilen maddeler
ile modifiye edildiginde, toksinin terapddik olarak daha etkili kullanimina olanak
saglayabilir. Daha az toksin kullanimi ile optimal terapddik kazanim, toksin
kaynakli yan etki insidansinda azalma, daha az enjeksiyon seanslar1 ve tedaviye
diren¢ gelisme olasiliginda diisiis bu yolla elde edilebilecek faydalardan

bazilaridir.

Botulinum toksin biyoaktivasyonuna yonelik yapilmis ¢aligmalarin ¢ogu in-
vitro ortamda hiicresel ve molekiiler diizeylerde gergeklestirilmis olup konu ile
ilgili klinik ¢aligmalarin literatlirde kisitli olmasi, ¢alismamizin ¢ikis noktasini

olusturmustur.

BOTULINUM TOKSIN DOZ ONERILERI VE SAKLAMA

KOSULLARI

Botulinum toksin tip A klinik uygulamada en sik kullanilan serotiptir. Ticari
olarak toksinin piyasada Botox® (Allergan Pharmaceuticals Inc, Irvine, CA) ve
Dysport®  (Ipsen Pharmaceuticals Ltd, Dublin, Ireland) isminde 2 formu
bulunmaktadir. Bir MU (Mouse Unit) 18-20 gr' lik Swiss-Webster (LDsp)
farelerine toksinin intraperitoneal yoldan verildikten sonra farelerin %50'sinde 3-4
giin i¢inde 6liime yol agan doz miktar1 olarak tarif edilir.Bir flakon Botox® i¢inde
100MU botulinum toksin tip A, 0.5 mg insan albumini ve 0.9 mg sodyum klorid

bulunur. Bir flakon Dysport™ un i¢inde ise 500 MU botulinum toksin ve 125pug

insan albumini bulunur. 1 MU Botox® ortalama 3-5 MU Dysport™" a tekabiil eder.

Toksin flakon iginde steril vakumlu kurutulmus halde bulunur. Uretici firma
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tarafindan sulandirma Gncesi Botox”™ 'un -5°C' de Dysport” 'un ise + 2-8°C' de
saklanmasimni onerir buradaki saklama kosullarindaki farklilk, Botox® ‘'un
presipitasyonla Dysport® 'un ise saflastirma yontemi ile iretilmesinden

kaynaklanmaktadir.

Sulandirma i¢in fizyolojik salin soliisyonu onerilmektedir ve sulandirildiktan
sonra her 2 {irlinlinde + 2-8°C' de muhafaza edilmelidir. Sulandirilan toksinin
iiretici firma tarafindan 4 saat iginde kullanilmasi onerilmektedir. Literatiirde
toksini saklama kosullar1 ve siiresi ile etkinlik analizi agisindan birgcok ¢alisma
yapilmistir ancak bu ¢aligmalar arasinda bir tutarlilik s6z konusu degildir. Elmas
ve ark. 2007 yilinda yapmis oldugu bir ¢calismada 2 haftalik sulandirilmis toksinin,
taze sulandirilmis toksine kiyasla etkinlik acisindan bir farkinin olmadig1 ancak

toksinin etki siiresinin kisaldig1 saptanmustir.”
BOTULINUM TOKSIN YAN ETKILERI

Yan etkiler genelde tolere edilebilir ve az oranda hasta grubunda
goriilmektedir. Enjeksiyona bagli agri, lokal 6dem, eritem, gecici parestezi,
basagris1 ve hafif bulanti goriilebilir. Bunlarin ¢ogu genelde enjeksiyona bagl
stres ve zayif enjeksiyon teknigi nedeniyle goriilmektedir. Basagris1 enjeksiyona
baglh travma ve periost irritasyonu ile baglantili olabilir. En korkulan yan
etkilerden birisi istenmeyen kas grubu paralizisidir. Literatiirde hastalarin

ortalama %]1-3'linde goz kapagi pitozu gozlendigi belirtilmistir.

Botulinum toksin preparatlarindaki albumin potansiyel bir alerjen olmasina

ragmen literatiirde tanimlanmis ciddi bir alerjik reaksiyon vakasina
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rastlanmamistir. Sistemik yan etkiler oldukc¢a nadirdir, ancak toksinin damar ici
enjeksiyonu botulizm benzeri tabloyu taklit edebilir. Bunlarin disinda grip benzeri
tablo ve muhtemel immun aracilikli oldugu diisiiniilen brakial pleksopati tablosu
bildirilmistir. Bir hastada mesane disfonksiyonu ve immunsuprese bir hasta da
enjeksiyon sonrasi nekrotizan fasiit tablosu bildirilmistir. Toksinin uzun dénemde

herhangi bir zararli etkisi tespit edilmemistir.”*"

2.3 TAVSANLARDA BOTULINUM TOKSIN DENEYLERI

Tavsanlar iizerinde botulinum toksin deneyi ilk olarak 1953 yilinda
yapilmustir.”® 1960 ve 1970'lerde toksinin etki mekanizmasi ve serotiplendirilmesi
ile ilgili caligmalar devam etmistir. 1980'lerde toksinin klinik uygulamaya girisi

ile birlikte duyarhlik ¢alismalar, goz ici uygulamalar1 yaygin olarak yapilmistir.”’

2003 yilinda Jabor ve ark. tarafindan tavsan kulaginda toksinin hazirlanma ve
saklanma kosullarina gore etkisi degerlendirilmis, toksinin tavsan kulaginda

paralitik etki olusturacak minimum etkin dozunun 2.5 U oldugu bulunmustur.”®

Calismada degerlendirme icin gorsel ve elektrofizyolojik parametreler
kullanilmistir. 2006 yilinda Gorgili ve ark. tavsan kulaginda botulinum toksininin
lokal anestetik ajanlarla olan etkilesimini degerlendirmistir.”” 2007 yilinda Elmas
ve ark. yine tavsan kulaginda toksinin sulandirildiktan sonra bekletilme stiresi ile
etkinlik arasindaki iliskiyi degerlendirmistir.”' 2013 yilinda Bulam ve ark. tavsan
kulaginda trombositten zengin plazma mezoterapisi ile botulinum toksin

uygulamasinin arasindaki iliskiyi degerlendiren bir arastirma yapmustir."
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2.4 TAVSAN AURICULAR KAS ANATOMISi VE DENEY MODELI

Literatliirde tavsanlarda botulinum toksini etkinligi icin yapilmis olan
caligsmalarda, kulak bolgesi hem enjeksiyonun kolay olmasi ve hem de toksinin
kulak statik pozisyonunda belirgin degisiklik olusturabilmesi nedeniyle sik tercih

edilen bolgelerden birisi olmustur.”

Daha 6nceden yapilmis olan kadavra ¢alismalarinda tavsan kulaginda 3 ana
kas grubunun bulundugu gosterilmistir. Anterior, medial ve lateral kas gruplari
kulak pozisyonunu degistirmekle birlikte, bu kaslardan anteriorda olan grup daha
belirgin kas kitlesi icermektedir, lateraldeki kas grubu, ise daha kii¢iik bir kas
kiitlesine sahiptir. Anteriordaki kas grubu hacimli kiitlesi ve disaridan palpasyonla
kolay hissedilebilmesi nedeniyle enjeksiyona uygun tek kas grubudur. Anterior
aurikuler kas grubu frontal kemikte medial kantusun 2 cm kranialinden orijin alir
ve ipsilateral kulagin ventromedial siniria (kulak bazisinden 3 cm uzaga) yapisir.
(Sekil 13: 16. m. scutuloauricularis superficialis dorsalis).”” Bu kasin paralizisi
kulakta diisiikliik, kulagi 6ne kaldiramama ile sonuglanmaktadir. Medial ve lateral

kas gruplar1 kulagin kismen hareketinin korunmasini saglar.
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Sekil 13: Tavsan yiiz ve boyun kaslarimin anatomisi. M. scutuloauricularis
superficialis dorsalis (16), m. scutuloauricularis superficialis ventralis (17), m.
parotidoauricularis (18), m. zygomaticus portio auricularis (11') kulak
hareketlerinden sorumlu kaslardir. (A Colour Atlas of Anatomy of Small

Labaratory Animals. Peter Popesko, et al., Wolfe Publishing Ltd. 1990. Sayfa 18)

M. scutuloauricularis superficialis dorsalis'in innervasyonu fasiyal sinirin rami

auriculares rostrales dali tarafindan innerve olur (Sekil 14).*
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Sekil 14:Fasiyal sinir ve dallar1. N. facialis (1), n. auriculopalpebralis (2), rami
auriculares rostrales (4) (A Colour Atlas of Anatomy of Small Labaratory

Animals. Peter Popesko, et al., Wolfe Publishing Ltd. 1990. Sayfa 22)

Calisma oOncesinde enjeksiyonun yapilacagi anterior aurikuler kas anatomisi

kadavrada kas disseksiyonu ile ortaya konmustur (Sekil 15, Sekil 16).
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Sekil 15:Kadavra tavsan anterior aurikular kas disseksiyonu (lateral goriintii).
Cizgili hattin i¢inde kalan alan anterior aurikular kasin sinirlar1 (A). Metzenbaum

makasin ucu anterior aurikular kasi gdstermekte (B)

Sekil 16: Kadavra tavsan anterior aurikular kas disseksiyonu (tepeden goriintii).
Cizgili hattin i¢inde kalan alan anterior aurikular kasin sinirlar1 (A). Metzenbaum

makasin ucu anterior aurikular kas1 gostermekte (B).
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2.5 ALBUMIN MOLEKULER YAPISI VE OZELLIKLERI

Serum albumini tiim omurgali canlilarda bulunan suda ¢6ziinebilir ~65 kDa
agirhiginda, globuler ve monomerik yapida bir proteindir. Memeli canlilarda,
albumin kimyasal yap1 olarak birbirlerine benzer 6zellik gosterir. Karacigerde
iiretilip dolasimda plazma iginde c¢oziinmiis halde bulunur. Kanda bulunan
proteinlerin %6011 olusturur.Dolasimda yaratmis oldugu onkotik basing
sebebiyle viicut sivilarmin dolasim ve dokular arasinda belli bir dengede
tutulmasindan sorumludur. Bunun yani sira dolasimda bazi maddeler i¢in plazma
tastyicist olarak gorev alir (Orn: steroidler, tiroid hormonlari, hemin, yag asitleri)

(Tablo 4).

Tablo 4: Albuminin fonksiyonlar1

Fonksiyon

Onkotik basincin idamesi

Tiroid hormonu ve diger yagda c¢oziinen hormonlarin

tagimnmast

Serbest yag asitlerinin taginmast

Unkonjuge bilirubinin taginmasi

flag tasinmasi (Orn: botulinum toksin)

Ca” baglanmasi

pH ayarlanmasi

Negatif akut faz reaktan
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Ilk olarak 19. yiizyilda kesfedilmis ve serumdaki miktar: takiben protein
yapisinda oldugu kesfedilmistir. 1976 yilinda aminoasit dizilimi tanimlanmis ve
1992 yilinda ise 3 boyutlu konfiglirasyonu bulunmustur. Giiniimiizde albumin
%5-25 konsantrasyonlarinda serum albumin soliisyonu seklinde terapddik amacl
olarak kullanilabilir. Genellikle kan hacminin idamesinde, yanik, travma ve
cerrahi hastalarinda yaygin kullanimi s6z konusudur. Son yillarda albumin ile
ilgili biyomolekiiler diizeydeki calismalar oldukca yogunlasmistir. Ilaglarin,
terapodik protein ve niikleik asitlerin biyodagilimi, biyoyararlanimlarinin ve
dolasimdaki yarilanma Omiirlerinin uzatilmasi, iizerinde calisilan konulardan

bazilaridir.

Ticari botulinum toksini preparatlarinin icerisinde de albumine yukarida
sayilan bu ozelliklerden dolayr rastlamak miimkiindiir. Albumin fraksiyonunun
buradaki esas fonksiyonu toksinin stabilizasyonu ve toksin adsorbsiyonunu
engellemektir. Literatiirde albumin konsantrasyon degisikligi ile toksin etkinligini

degerlendiren smirl sayida ¢alismaya rastlanmistir.'>'*"!

Bu calismalarin ¢ogu
yiiksek dozda toksin gerektiren norolojik hastaliklar i¢in yapilmis olup, elde

edilen verilerde toksine ekstra albumin ilavesi durumunda toksinin daha diisiik

dozda ve daha etkili bir sekilde kullanilabilecegi yoniinde sonuglar elde edilmistir.

Klinik ¢alismalar sinirli hasta grubunda, deneysel ¢alismalar ise in vitro
ortamda gerceklestirilmistir. Toksin i¢indeki albumin konsantrasyonunun
degistirilmesi ve etkinlik arasindaki iligki giiniimiizde halen daha anlasilmaya

calisilmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 DENEY HAZIRLIKLARI

Calisma T.C Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Baskanlig1 tarafindan 23/06/2015 tarih G.U.ET-15.044 sayil izin ile onay
verilmistir. Calisma Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde
gerceklestirilmistir. Denekler Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme

ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden (GUDAM) temin edilmistir.

Calismada 2500-3000 gr arasinda minimum 4 aylik olan 24 adet Yeni
Zelanda beyaz tavsami kullanilmistir. Denekler 22 +2°C sicaklikta 12 saat
aydinlik ve karanlik periyotlar1 olan, hava akimi agisindan uygun sartlarda ve
uygun kafeslerde serbest yem ve su ile beslenerek barmdirilmistir. ikili gruplar
halinde uzman veterinerler kontroliinde izlenmistir. On giin karantina siiresi
beklenmistir. Her hayvanin inguinal bolgesi kan alma islemi Oncesi tiraglanip
hazirlanmistir. Hayvanlari isaretlemek icin her hayvanin kulak i¢ yiizii isaretleme

icin kullanilmistir.

Anestezi i¢in %10'luk ketamin HCI (45mg/kg-Alfamine”™ intramuskuler) ve

%2'lik ksilazin HCI (5mg/kg alfazyne” intramuskuler) kullanilmistir.

Karantina siiresi boyunca herhangi bir hayvan kayb1 s6z konusu olmamustir.
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3.2 CALISMA GRUPLARI
24 denek her grupta 6 denek olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. 24 denekte 24
tane sag kulaktaki aurikuler kasa asagidaki bahsedilen islemler yapilmistir. Her

bir denegin sol kulagi sag kulaginin kontroliinii olusturmustur.

Grup 1 (Calisma grubu) (n=6): Sag anterior aurikuler kasa 2cc serum
fizyolojik ile sulandirtlmig 100 U Botulinum A Toksininden 2.5 U (0.05cc)

intramuskuler enjeksiyon uygulandi.

Grup 2 (Calisma grubu) (n=6): 2cc serum fizyolojik, igerisinde %0.1
konsantrasyonda albumin igerecek sekilde hazir tavsan albumini ile
karistirilmistir. Takiben bu karigimla 100U Botulinum A Toksini sulandirilmis ve
toksinden 2.5 U (0.05cc) sag anterior aurikuler kasa intramuskuler enjeksiyonla

uygulanmistir.

Grup 3 (Calisma grubu) (n=6): Bu gruptaki tavsanlarin her birinin femoral
arterinden S5cc kan alinarak santrifiij islemleri sonucunda toplamda 2cc
trombositten fakir plazma elde edilmistir. Elde edilen bu plazma ile 100U
Botulinum A Toksini sulandirilmis ve her bir tavsanin sag anterior aurikuler

kasina 2.5U (0.05cc) intramuskuler enjeksiyonla uygulanmustir.

Grup 4 (Kontrol grubu) (n=6): Sag anterior aurikuler kasa 2cc serum

fizyolojik intramuskuler yolla enjekte edilmistir.
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Tablo 5: Deney gruplarinin olusturulmasi

Gruplar Toksini sulandirma | Enjeksiyon hacmi
yontemi (100U BTxA)
1 (Calisma grubu) 2cc serum fizyolojik 0.05cc (2.5U)
2 (Calisma grubu) 2cc %0.1 konsantrasyonda | 0.05cc (2.5U)
hazir tavsan albumini ve
serum fizyolojik ¢ozeltisi
3 (Calisma grubu) 2cc  otolog trombositten | 0.05¢cc (2.5U)
fakir plazma
4 (Kontrol grubu) Toksin (-) 0.05cc serum fizyolojik

3.3 BOTULINUM TOKSIN TiP-A' NIN HAZIRLANMASI

Calisma grubundaki hayvanlarda BOTOX® 100U (Allergan Pharmaceuticals

Inc, Irvine, CA) flakon kullanilmistir (Sekil 17). Calisma gruplarina gore toksin

yukarida daha onceden bahsedildigi gibi sulandirilarak hazirlanmistir (Tablo 5).

Literatirde daha Onceden yapilmis olan c¢aligmalarda, 2.5U Botulinum A

Toksininin tavsan anterior aurikuler kasinda tam paraliziye yol agan minimum

giivenli doz oldugu saptanmustir.”

Calismamizda da c¢alisma grubundaki

tavsanlara 2.5U Botox"” (Allergan Pharmaceuticals Inc, Irvine, CA) intramuskuler

olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyonlar 30-gauge enjektorler kullanilarak yapilda.
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Sekil 17: Caligmada Botulinum A Toksin preparati olan BOTOX" kullanilmustir.

3.4 TAVSAN ALBUMININ HAZIRLANMASI

Grup 2'de yer alan her hayvana Botulinum A Toksini enjeksiyonu 6ncesi
%0.1 lik konsantrasyonda ve serum fizyolojik i¢inde ¢dziinmiis albumin
soliisyonu hazirlanmas1 planlandi. Tavsandan otolog olarak kayda deger miktarda
(2cc) saf albumin eldesi miimkiin olmadig1 gibi maliyeti de oldukga yiiksek bir
yontemdir. Dolayistyla deneysel model olusturulurken toksinin sulandirilmasi igin
hazir tavsan albuminin kullanilmasi planlandi. Bu amagla liyofilize toz seklinde
%99 saflikta globulin icermeyen tavsan albumini (Kat no: A0764 SIGMA

ALDRICH® St. Louis, Missouri, ABD) deney ig¢in tercih edildi (Sekil 18).
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Sekil 18: Deneyde kullanilan saf hazir tavsan albumini

Hazir albumin literatiirdeki daha onceden yapilmis benzer calismalar baz

13,14,81
7% Bu amacgh

alinarak %0.1'lik konsantrasyonda hazirlanmas1 planland.
1000cc serum fizyolojik 1 gr hazir albumin ile muamele edilip %0.1'lik

konsantrasyonda bir ¢ozelti elde edildi. 100 U Botox®, elde edilen bu ¢ozeltiden

2cc alinarak sulandirildi.

3.5 TROMBOSITTEN FAKIR PLAZMANIN HAZIRLANMASI

Grup 3'te yer alan her hayvanin otolog trombositten fakir plazmasinin
hazirlanmasi1 planlanmistir. TFP 2012 yilinda Franco ve arkadaglar1 tarafindan
calisma baz alinarak hazirlanmustir.”>?*** Her hayvanm inguinal bdlgesinden

girilip femoral arterinden Scc kan alinmistir.

Kanin santrifiijii i¢in Centronic-BL P SELECTA® cihazi kullanilmigtir (Sekil
19).Takiben elde edilen numuneler sitratl tiip igerisinde 1500 rcf (G-force)'de 15
dk boyunca santrifiij edilmistir. 15 dakika sonunda tistte kalan siipernatant kisim
yeni bir sitrath tlipe aktarildiktan sonra ikinci kez 1500 rcf (G-force)'de 15 dk

boyunca santrifiij edilmistir. ikinci santrifiij sonrasinda iistte kalan 3/4'liik kisim
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yeni bir tlipe alinip trombosit sayimi i¢in teste tabii tutulmustur. Trombosit sayimi
<10.000/uL gelen plazmalar kullanim i¢in ayrilirken, trombosit sayimi
>10.000/uL olan numuneler 3. kez santrifiij edilmistir. Tiim tavsanlardan elde
edilen plazmalarin trombosit sayimi sonucu <10.000/ulL oldugundan emin
olunduktan sonra, trombositten fakir plazmalar kullanim i¢in hazir hale gelmistir
(Sekil 20 ve Sekil 21). Kontrol grubunda kullanilmak iizere 5cc serum fizyolojik
ayni1 hizda ve siire boyunca santrifiij edilmistir ve kontrol grubunda kullanilmak

izere ayrilmistir.

Sekil 19:Santrifiij icin Centronic-BL P SELECTA® modeli cihaz kullanilmstir.
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Sekil 20: Birinci santrifiij sonrasi kanin sekilli elemanlariin ve plazmanin

ayrilmasi (A). Ustteki plazmanin yeni tiipe aktarilmasi (B).

Sekil 21: Ikinci santrifiij sonrasi trombositten fakir plazmanin eldesi (A). Tiipiin

tabaninda eritrosit trombosit y1gin1 gortiilmekte (B).
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3.6 DENEY ICiIN GEREKLI ARAC GERECLER

Botulinum A Toksini i¢in 100 U BOTOX"® (Allergan Pharmaceuticals Inc,
Irvine, CA), Trombositten Fakir Plazma hazirlamak i¢in 12 adet sitrath tiip,
tiiplere konan kanin santrifiijii icin Centronic-BL P SELECTA®santrifiij cihazi,
9%0.1'lik albumin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in bir adet hazir tavsan albumini (Kat no:
A0764 SIGMA ALDRICH® St. Louis, Missouri, ABD) ve 1000cc serum
fizyolojik soliisyonu kullanilmistir. Elektrondromyografi ¢alismast VIA SYS -

SYNERGY 12.3 MEDELEC® cihazi ve 3 adet igne uglu elektrot kullanilmstir.

3.7 DEGERLENDIRME YONTEMLERI

3.7.1 GORSEL DEGERLENDIRME VE FOTOGRAFIK KAYIT

Botulinum A Toksininin kaslardaki paralitik etkisi nedeniyle kulaklardaki
diisme derecesi degerlendirildi. Tiim hayvanlarin kulaklar1 deneyin 0. giinii
saglikli ve dik konumdaydi. Enjeksiyon sonrasi deneyin 14. giiniinde her hayvanin
sol kulag1 kontrol taraf kabul edilerek sag kulagin sol kulaga gore konumu kor
calisan bir aragtirmaci tarafindan degerlendirildi ve gorsel skorlama yapildi. Ayni
skorlama, 6. haftada ve toksinin etkisinin gegmesi beklenen siire olan 12. haftada

tekrarlandi.(Sekil 22). 3 dereceli skorlama sisteminde:

Derece 1: Enjeksiyon 6ncesi pozisyon (Kulak tamamen dik ve karsi kulakla

simetrik pozisyonda)

Derece 2: Minimal/Orta derecede paralizi (Kulak 60°'den fazla kaldirilabilir

fakat tam dik pozisyon veya karsi kulakla simetri saglanamaz)
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Derece 3: Orta/Agir derecede paralizi (Paralitik kulak 60°den fazla

kaldirilamaz)

Derece 1 Derece 2 Derece 3

Sekil 22: Kulak pozisyonlarinin gorsel derecelendirme sistemi ile
degerlendirilmesi (Jabor MA, et al., Efficacy of Reconstituted and Stored
Botulinum Toxin Type A: An Electrophysiologic and Visual Study in the

Auricular Muscle of the Rabbit. Plast Reconstr Surg. 2003;111(7):2419-26'dan

modifiye edilmistir.)

Gorsel degerlendirme skalas1 2003 senesinde Jabor ve arkadaglarinin yapmis
oldugu taze ve bekletilmis botulinum toksininin etkinligini degerlendiren ¢alisma
referans almarak hazirlanmistir.”® Bu calismada sol kulak kontrol kulak olarak
degerlendirilmis ve herhangi bir uygulama yapilmamistir. Sag kulaktaki diisiis
miktart sola gore degerlendirilmistir.Bizim ¢alismamizda da tiim tavsanlarin sag
kulagina enjeksiyon yapilmis ve sol kulaklar1 kontrol kulak olarak birakilmistir.
Kontrol grubundaki tavsanlarin sag kulagina serum fizyolojik enjekte edildigi i¢in
bu grupta gorsel olarak paralizi agisindan sol kulaga gore herhangi bir degisiklik
saptanmamustir (Derece 1).
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Gorsel skalada degerlendirilen parametreler;
1) Her bir grubun gorsel skala skorlarinin haftalara gére degisimi
2) Haftalara gore gorsel skala skorlarmin gruplar arasinda karsilagtirmasi

3.7.2 ELEKTRONOROMYOGRAFI (ENMG)

Anestezi altinda tiim tavsanlarin sag kulaktaki anterior aurikuler kas
kiitlelerinin ortas1 isaretlendi.Fasiyal sinir trasesi ve uyar1 verilecek alan
isaretlendi.Kaydedici aktif kayit elektrodu anterior aurikuler kas orta noktasina
(kas gobegine), referans elektrot anterior aurikuler kasin insersiyosuna batirildi,
toprak igne elektrot kulagin posterolateraline yerlestirildi. VIA SYS - SYNERGY
12.3 MEDELEC® cihaz kullanilarak mandibula angulus hizasinda fasiyal sinirin
supramaksimal uyarimi yapilarak elde edilen Dbirlesik kas aksiyon
potansiyellerinin (BKAP) amplitiidleri tepeden tepeye Olglim yOntemi esas
almarak oOlciildii. Her ol¢iim 4 kere tekrarlandi ve bunlarin ortalama degeri
kaydedildi (Sekil 23). Elektrot noktalar1 uygulama oncesi (0. giin) yapilan
Olgtimlerden sonra isaretlendi ve daha sonrasinda 2. hafta, 6. hafta ve 12. hafta
ENMG uygulamalarinda ayni noktalar 6l¢iim i¢in tekrar kullanildi. ENMG ile her
grupta 0. hafta, 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftalardaki aksiyon potansiyellerindeki

genlik ayr1 ayr1 hesaplandi.
ENMG sonucu asagidaki parametreler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
1) Dort grubun bir arada degerlendirildigi haftalara gbre aksiyon potansiyeli

degisimi
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2) Gruplar arasi karsilastirmali haftalara gére aksiyon potansiyellerindeki degisim

3) Her grubun tanimlayici istatistiksel degerlendirmesi (Minimum, Maksimum,

Mean, SD)

4) Grup ici haftalara gore tekrarli Slglimlerde aksiyon potansiyelleri arasindaki

fark

A )
Vil '{_‘ }

Sekil 23: Elektronéromyografi. VIA SYS - SYNERGY 12.3 MEDELEC® cihazi (A). Kaydedici
aktif kayit elektrotu anterior auricular kas orta noktasina (kas gobegine), referans elektrotun
anterior auricular kasin insersiyosuna batirilmasi ve toprak igne elektrotun kulak posterolateraline
yerlestirilmesi (B). Birlesik kas aksiyon potansiyellerinin tepe amplitiidlerinin dl¢iimii ile genlik

hesaplanmasi. Her 6l¢iim 4 kez tekrarlandi ve bunlarin ortalama degerleri kaydedildi (C).
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3.8 VERILERIN ISTATISTIKSEL ANALiZ YONTEMLERI

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) paket programinda yapildi. Siirekli degiskenlerin dagiliminin normale yakin
olup olmadig1 Shapiro Wilk testi ile varyanslarin homojenligi ise Levene testiyle
arastirildi. Tanimlayict istatistikler medyan (minimum - maksimum) seklinde

gosterildi.

Gruplar arasinda medyan amplitiid ve gorsel skala dagilimi yoniinden farkin
onemliligi Kruskal Wallis testleriyle arastirildi. Kruskal Wallis test istatistigi
sonuglarinin 6nemli bulundugu durumlarda Conover'in parametrik olmayan ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilarak farka neden olan durum(lar) tespit edildi. Tiim
denekler icerisinde izlem zamanlar1 arasinda medyan amplitiid diizeyleri
yoniinden farkin énemliligi ise Friedman testiyle incelendi. Gerek Friedman test
istatistigi sonucunun Onemli bulunmasi halinde farka neden olan izlem
zaman(lar)in1 tespit etmek amaciyla gerekse gruplar icerisinde herhangi iki izlem
zamani arasinda medyan amplitiid ve gorsel skala dagilimi yoniinden farkin

onemliligini kiyaslarken Wilcoxon Isaret testi kullanildi.

Aksi belirtilmedik¢e p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 GENEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Calisma Oncesi deneklerin karantina stiresi boyunca kaybedilen denek olmada.
Deney siiresince anesteziye bagli olarak her bir gruptan birer adet denek
kaybedildi. Deneklerin hepsi deneyin sonlandig1 12. haftada yapilan son ENMG'
den hemen sonra kaybedildigi i¢in degerlendirme parametrelerinde herhangi bir
degisiklige yol agmadi. Bunun disinda kan alma ve ENMG uygulamalar1 sirasinda

herhangi bir komplikasyonla karsilagilmadi.

4.2 GORSEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Botulinum Toksin uygulamast o6ncesi tiim deneklerin kulaklar1 ayn1
pozisyonda dik ve saglikliydi. Uygulama sonrasi 2. hafta, 6. hafta ve 12. haftada
kor bir arastirmaci tarafindan kulaklarin  birbirine goére konumunun

degerlendirildigi gorsel skala skorlari ile sonuglar analiz edildi(Tablo 6).

Kulagin enjeksiyon oncesi tam dik pozisyonda olmasi derece 1 olarak
skorlandi. Kulagin 60°' den fazla kalktig1 ancak kars1 kulakla kiyaslandiginda tam
olarak dik konumlanamadigi pozisyon derece 2, kulagin 60°den daha az

kaldirilabildigi pozisyon derece 3 olarak skorland1 (Sekil 24, 25, 26).

44



Tablo 6: Her bir grubun haftalara gore gorsel degerlendirme sonuglari

Gruplar Denekler 0. hafta 2. hafta 6. hafta 12. hafta
Grup 1 N1 1 2 2 1
N2 1 2 2 1
N3 1 3 2 2
N4 1 3 3 1
N5 1 2 2 1
N6 1 2 2 1
Grup 2 N1 1 3 1 1
N2 1 2 1 1
N3 1 2 1 1
N4 1 3 2 1
N5 1 3 2 1
N6 1 3 3 1
Grup 3 N1 1 2 1 1
N2 1 3 2 1
N3 1 3 3 1
N4 1 2 1 1
NS5 1 2 1 1
N6 1 2 2 1
Grup 4 N1 1 1 1 1
N2 1 1 1 1
N3 1 1 1 1
N4 1 1 1 1
NS 1 1 1 1
N6 1 1 1 1
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Sekil 24: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 1 kulak pozisyonu (Grup 4-N1).
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Sekil 25: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 2 kulak pozisyonu (Grup 1-N1).

Sekil 26: Gorsel degerlendirme 6rnegi. Derece 3 kulak pozisyonu (Grup 2-N1).
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0.Hafta igerisinde gruplar arasinda gorsel skala dagilimi yoniinden

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=1,000).

2.Hafta icerisinde gruplar arasinda gorsel skala dagilimi ydniinden
istatistiksel olarak anlamli fark olup Grup I, IT ve II' e gore Grup IV' iin
istatistiksel anlamli olarak daha az etkilendigi goriildii (p<0,001; p<0,001 ve
p<0,001). Grup I ile I ve Grup II ve III arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0.05 ve p=0.019). Grup I ile III arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamsizdi (p>0.05).

6.Hafta icerisinde gruplar arasinda gorsel skala dagilimi yoniinden Grup I, II
ve Grup II' e gore Grup IV' {in istatistiksel anlamli olarak daha az etkilendigi
goriildii (p<0,001; p<0,001 ve p<0,001).Grup I ile Grup II arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), Grup I ile Grup III arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001). Grup II ile III arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamsizdi (p>0.05).

12.Hafta igerisinde gruplar arasinda gorsel skala dagilimi ydniinden

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0.05).

Sekil 27'de ve Tablo 7'de gruplara ve izlem zamanlarina gore gorsel skala

acisindan deneklerin dagilimi detayli gdsterilmistir.
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2.Hafta 6.Hafta 12.Hafta

0.Hafta

= Agir etki

M Etki yok ® Hafif/Orta etki

Sekil 27: Gruplara ve izlem zamanlarina gore gorsel skala acisindan deneklerin

dagilimi
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Tablo 7: Izlem zamanlarina gore gruplar arasi gorsel skala agisindan degisimin istatistiksel analizi

Grup I Grup II Grup III Grup IV p-degeri T
0.Hafta 1,000
Etki yok 6 (%100,0) 6 (%100,0) 6 (%100,0) 6 (%100,0)
Hafif/Orta etki 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Agir etki 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
2.Hafta <0,001
Etki yok 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 6 (%100,0)*>¢
Hafif/Orta etki 4 (%66,7)™ 2 (%33,3) 4 (%66,7)° 0 (%0,0)
Agr etki 2 (%33,3) 4 (%66,7)™%¢ 2 (%33,3) 0 (%0,0)
6.Hafta 0,021
Etki yok 0 (%0,0) 3 (%50,0)™ 3 (%50,0)*" 6 (%100,0)*>¢
Hafif/Orta etki 5 (%83,3)~4 2 (%33,3) 2 (%33,3) 0 (%0,0)
Agr etki 1(%16,7) 1 (%16,7) 1 (%16,7) 0 (%0,0)
12.Hafta 0,392
Etki yok 5 (%83,3) 6 (%100,0) 6 (%100,0) 6 (%100,0)
Hafif/Orta etki 1 (%16,7) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Agr etki 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

1 Kruskal Wallis testi, a: Grup I ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001), b: Grup II ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001),
c¢: Grup III ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), d: Grup I ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), e: Grup II ile Grup III
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,019), f: Grup I ile Grup III arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001).
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Grup I igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda 0. hafta-2.
hafta, 0. hafta-6. hafta, 2. hafta-12. hafta ve 6. hafta-12. hafta arasinda gorsel skala dagilinm
yoniinden farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).2. hafta ve 6. hafta

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Grup II igerisinde izlem zamanlar birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda 0. hafta-2.
hafta, 2. hafta-6. hafta ve 2. hafta-12. hafta arasindaki gorsel skala dagilimi yoniinden farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).Ozellikle 0. hafta-6. hafta arasindaki fark

anlamsiz olarak saptanmaistir.

Grup III igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri ile ikili kiyaslandiginda 0. hafta-2. hafta, 2.
hafta-6. hafta ve 2. hafta-12. hafta arasindaki gorsel skala dagilimi yoniinden farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).0. hafta-6. hafta arasindaki fark anlamsiz

olarak saptanmuistir.

Grup IV igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda gorsel skala

dagilimi yoniinden anlamli farklilik goriilmedi.(p>0.05).
Gruplarin kendi i¢inde haftalara gore gorsel skala analizi Tablo 8'de yer almaktadir.

Tablo 8. Her bir grup icerisinde izlem zamanlar1 arasinda gorsel skala agisindan yapilan ¢oklu

karsilastirma sonuglar1 (Wilcoxon isaret testi).

Grup I Grup 11 Grup IIT Grup IV
0.Hafta vs 2.Hafta p=0,023 p=0,023 p=0,023 p=1,000
0.Hafta vs 6.Hafta p=0,020 p=0,102 p=0,102 p=1,000
0.Hafta vs 12.Hafta p=0,317 p=1,000 p=1,000 p=1,000
2.Hafta vs 6.Hafta p=0,317 p=0,034 p=0,046 p=1,000
2.Hafta vs 12.Hafta p=0,020 p=0,023 p=0,023 p=1,000
6.Hafta vs 12.Hafta p=0,034 p=0,102 p=0,102 p=1,000
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4.3 ELEKTRONOROMYOGRAFIK DEGERLENDIRME BULGULARI

Aksiyon Potansiyeli Amplitiidii Degerlendirme Bulgular:

Uygulamadan 6nce (0. hafta-G1) ve toksin uygulamasi sonrast 2. hafta (G2), 6. hafta
(G3) ve 12. haftada (G4) yapilan elektrondromyografi ¢alismalarinda elde edilen kas aksiyon
potansiyelleri amplitiid Ol¢timleri (uV) degerlendirildi. Bu Ol¢limlere gore deneklerin kas

aksiyon potansiyelleri amplitiid 6l¢iimleri (V) Tablo 9'da goriilmektedir.

Tim denekler igerisinde en az iki izlem zamani arasinda medyan amplitiid diizeyleri
yoniinden istatistiksel anlamli fark goriildii (p<0.001) (Tablo 10 ve Sekil 28). 0. haftaya gore
2. ve 6. hafta amplitiid diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii (p<0.001 ve p<0.001).
0. hafta ve 12. hafta arasinda medyan amplitiid diizeyleri istatistiksel olarak benzer bulundu
(p=0.009). 2. haftaya gore sirasiyla 6. ve 12. hafta amplitiid diizeyi istatistiksel anlamli daha
yiiksekti (p<0.001 ve p<0.001). Ayrica 6. haftaya gore 12. hafta amplitiid diizeyi de

istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0.001).
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Tablo 9: Deneklerin sag kulak kas aksiyon potansiyellerinin haftalara gore degisimi (uV).

Gruplar Denekler G1 (0. hafta) G2 (2. hafta) G3 (6. hafta) G4 (12. hafta)
Grup 1 N1 7890 2229 1434 4572
N2 8796 1196 1085 4803
N3 9808 901 1802 4875
N4 9765 789 879 7131
N5 8574 2278 4754 8686
N6 7372 1232 1990 6013
Grup 2 NI 6803 688 5869 6504
N2 8196 868 7528 7118
N3 7868 2721 7623 7025
N4 15328 360 4393 9587
N5 12295 1311 9180 12458
N6 12951 819 2770 12475
Grup 3 N1 5573 623 5487 5478
N2 10820 750 3524 3967
N3 14590 2491 3524 10098
N4 5981 1098 5816 6121
N5 6967 1000 5819 7384
N6 14672 1180 9918 11258
Grup 4 NI 8392 7997 8428 7818
N2 7562 7377 8426 8688
N3 12046 11300 12806 14587
N4 5500 5901 6200 5003
N5 10426 10164 12000 12524
N6 6425 5245 5800 5852
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Tablo 10. Tiim denekler i¢inde izlem zamanlarina gére EMG' de saptanan amplitiid 6l¢timleri

n Amplitid
0.Hafta 24 8483 (5500-15328)™
2.Hafta 24 1214 (360-11300)"
6.Hafta 24 5808 (879-12806)>"*
12.Hafta 24 7124,5 (3967-14587)"¢
p-degeri f <0,001

1 Friedman testi, a: 0.hafta ile 2.hafta arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), b: 0.hafta ile 6.hafta
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), c: 2.hafta ile 6.hafta arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli (p<0,001), d: 2.hafta ile 12.hafta arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001), e: 6.hafta ile

12.hafta arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001).

15000 -
12000 -

9000 -

6000 -
. I
o —

0.Hafta 2.Hafta 12.Hafta

Amplitld

Sekil 28: Tiim deneklerin izlem zamanlarina gdre aksiyon potansiyel amplitiidleri

0. hafta igerisinde gruplar arasinda medyan amplitiid diizeyleri yoniinden istatistiksel

anlamli fark goriilmedi (p=0.704).

2. hafta icerisinde gruplar arasinda medyan amplitiid diizeyleri yoniinden istatistiksel
olarak anlaml fark olup Grup LII ve III' e gére Grup IV' iin amplitiid diizeyi istatistiksel

olarak anlamli daha yiiksekti (p<0.001; p<0.001 ve p<0.001). Ayrica, Grup I' e gore Grup II'
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nin medyan amplitiid diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha diisiiktii (p=0.010). Grup I ve III
arasinda ve Grup II ve III arasinda istatistiksel anlamli olarak fark yoktu (p=0.035 ve

p=0.578).

6. hafta icerisinde gruplar arasinda medyan amplitiid diizeyleri yoniinden istatistiksel
olarak anlamli fark olup Grup I, II ve III' e gore Grup IV' iin amplitiid diizeyi istatistiksel
anlaml olarak daha yiiksekti (p<0.001; p<0.001 ve p<0.001). Ayrica Grup I' e gbre sirasiyla
Grup II ve Grup III' iin medyan amplitiid diizeyi istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti

(p<0.001 ve p<0.001). Grup II ile III arasinda ise istatistiksel anlamli fark yoktu (p=0.136).

12. hafta igerisinde gruplar arasinda medyan amplitiid diizeyleri yoniinden istatistiksel

olarak anlaml fark goriilmedi (p=0.173).

Tablo 11ve Sekil 29 ve 30'da gruplara ve izlem zamanlarina gore ENMG' de saptanan

amplitlid dl¢timlerinin dagilimi gdsterilmistir.
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Tablo 11

. Gruplara ve izlem zamanlarina gére EMG' de saptanan amplitiid 6l¢timleri.

Grup I

Grup II

Grup III

Grup IV

p-degeri

0.Hafta
2.Hafta
6.Hafta
12.Hafta

8685 (7372-9808)
1214 (789-2278)*¢
1618 (879-4754)%¢
5444 (4572-8686)

10245,5 (6803-15328)
843,5 (360-2721)¢
6698,5 (2770-9180)>
8352,5 (6504-12475)

8893,5 (5573-14672)
1049 (623-2491)¢

5651,5 (3524-9918)"°
6752,5 (3967-11258)

7977 (5500-12046)
7687 (5245-11300)*>°
8337 (5800-12806)""°
8253 (5003-14587)

0,704
0,003
0,003
0,173

1 Kruskal Wallis testi, a: Grup I ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 (p<0,001), b: Grup II ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml (p<0,001),

c: Grup III ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001), d: Grup I ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), e: Grup I ile Grup III

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).
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Sekil 29: Gruplarin medyan amplitiid degerlerinin ENMG' de izlem zamanlarina

Amplitad

gore degisimi

M Grup |

M Grup I

kd Grup Il

M Grup IV

2. hafta

Sekil 30: 2. hafta medyan amplitiid degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Grup I igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda
medyan ENMG diizeylerinde 0. hafta-2. hafta, 0. hafta-6. hafta, 0. hafta-12. hafta,
2. hafta-12. hafta ve 6. hafta-12. hafta arasinda istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmustur. 2. hafta ve 6. hafta arasindaki fark istatistiksel a¢idan anlamsiz

bulunmustur

Grup II igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda
medyan ENMG diizeylerinde 0.hafta-2. hafta, 0.hafta-6. hafta, 2. hafta-6. hafta ve
2. hafta-12. hafta arasindaki istatistiksel fark anlamli bulunmustur. 6. hafta ve 12.

hafta arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Grup III igerisinde izlem zamanlar1 birbirleri arasinda ikili kiyaslandiginda
medyan ENMG diizeylerinde 0. hafta-2. hafta, 0. hafta-6.hafta, 2.hafta-6. hafta, 2.
hafta-12. hafta arasindaki istatistiksel fark anlamli bulunurken, 6. hafta ve 12.

hafta arasindaki fark anlamsiz bulunmustur.

Grup 1V igerisinde izlem zamanlar birbirleri ile ikili kiyaslandiginda medyan
ENMG diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (p>0.05)

(Tablo 12).
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Tablo 12. Her bir grup igerisinde izlem zamanlar1 arasinda EMG' de saptanan

amplitiid Ol¢limleri yoniinden ¢oklu karsilastirma sonuglart (Wilcoxon isaret

testi).

Grup I Grup II Grup III Grup IV
0.Hafta vs 2.Hafta p=0,028 p=0,028 p=0,028 p=0,173
0.Hafta vs 6.Hafta p=0,028 p=0,028 p=0,028 p=0,075
0.Hafta vs 12.Hafta p=0,046 p=0,080 p=0,249 p=0,345
2.Hafta vs 6.Hafta p=0,345 p=0,028 p=0,028 p=0,080
2.Hafta vs 12.Hafta p=0,028 p=0,028 p=0,028 p=0,173
6.Hafta vs 12.Hafta p=0,028 p=0,116 p=0,116 p=0,753

5. TARTISMA VE SONUC

19. ylizyilin sonunda besin zehirlenmeleri sonrasinda meydana gelen
paraliziler sonucunda kesfedilen toksin giiniimiizde ¢esitli ndéromuskuler
hastaliklardan  kozmetik amagli kirigikliklarin giderilmesine kadar genis bir
spektrumda kullanima girmistir. Su ana kadar toksin uygulamasina baglh hayati
risk olusturan ciddi yan etkiler bildirilmese de, toksinin yaratacagi istenmeyen yan
etkilerin tedavisi giic olabilmektedir. Bu amagcla literatlirde toksinin etkinligini
azaltmaya yonelik yapilmis bir¢ok calisma ve tanimlanmis bir takim kimyasal
maddeler mevcuttur.”>® Ancak toksinin etkinligini veya biyoyararlanimim
arttirmaya yonelik yapilmig calismalar veya tanimlanmis kimyasal maddeler
siirl sayidadir.

1992 yilinda Goodnough ve ark. yapmis oldugu calismada belli

konsantrasyondaki sigir ve/veya insan serum albumininin liyofilizasyon sonrasi
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toksin etkinliginin %90'dan fazla geri kazanmilmasinda etkili olduklarini
gdstermistir.**

2006 yilinda Mc Allister ve ark. toksin hafif zincir metalloproteaz
bolgesindeki domaine non spesifik olarak baglanip toksin aktivitesini arttiran 2-
acyl guanidyl-5-phenyl thiophene isimli maddeyi tanimlamuslardir.”

2001 yilinda Bigalke ve ark. Dysport™ ta biyoyararlanimin arttirilmasi i¢in
diisiik konsantrasyonda enjeksiyon, toksine ekstra albumin ilavesi veya
enjeksiyon voliimlerinin arttirilmasimin - gerekli oldugundan bahsedilmistir.'
Plastik cerrahi literatiiriinde ve alaninda bu tiir uygulamalara rastlanilmamasi ve
diger alanlarda yapilmis calismalarin az sayida olmasi bizim bu calismay1
planlamamizda etkili olmustur. No6roloji alaninda yapilmis biyoyararlanimi
arttirma caligmalarinda bu modifikasyonun plastik cerrahi alanina uyarlanip
uyarlanamayacagina yonelik bir yorum veya netlik s6z konusu degildir. Bizim
deneysel modelimiz klinik olarak hastalarda kozmetik amagl toksin uygulamalari
baz alinarak olusturulmustur.

Deney modeli olarak Jabor ve arkadasglarinin 2003 yilinda tanimlamis
olduklari tavsan anterior aurikuler kas modeli se¢ildi.”® Bu modelde tavsan
anterior aurikuler kasinda paralizi yapan minimum etkin toksin dozu
belirlenmistir ve toksin olarak BOTOX® kullanilmustir.

Ayni model 2006 yilinda Gorgli ve ark. tarafindan lokal anestetiklerle
botulinum toksin etkilesiminin gdsterilmesinde,” 2007 yilinda Elmas ve ark.
tarafindan taze ve bekletilmis botulinum toksin etkisinin degerlendirilmesinde,’"

2013 yilinda Bulam ve ark. tarafindan TZP' nin botulinum toksin ile etkilesiminin
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degerlendirilmesinde kullamlmistir.”>  Bu  ¢aligmalarin hepsinde Botox®
kullanilmast ve giivenli etkin doz araliginin bilinmesi bizimde ayni ticari formu
secmemizde etkili olmustur. Tavsan modeli hem kulak pozisyonundaki
degisimlerin gozlenmesine ve gorsel skala ile degerlendirilmesine hem de
elektrondromyografik incelemeye olanak saglamaktadir. Ayrica deneklerden
yaklasik 2cc otolog TFP elde edecek kadar kan almabilmesi ve sonrasinda
hayvanin giivenli bir sekilde yasatilabilmesi i¢in gerekli en kiigiik denek
modelinin tavsan olmasi tavsan modelini segmemizde etkili olmustur.

Deney gruplar, plastik cerrahide klinik toksin uygulamalar1 6rnek alinarak
ve toksinin etkisini arttirabilecegi diisiiniilen maddelerin klinik duruma birebir
olarak kolayca uyarlanabilecegi sekilde tasarlanmistir.

Grup I birinci ¢alisma grubu olup toksin standart klinik uygulamalardaki gibi
serum fizyolojik ile sulandirilarak hazirlanmistir ve bizim klikteki toksin
uyguladigimiz hasta popiilasyonunun deneysel modelini temsil etmektedir.

Grup II ise ikinci ¢aligma grubu olup, toksinin sulandirilmasinda %0.1'lik
hazir tavsan albumini kullanilmistir. Bu grup daha onceden yapilmis olan
biyoyararlanim ¢alismalar1 referans alarak olusturulmustur ve klinik uygulamada
toksinin hazir insan serum albumini ile sulandirilarak hazirlanmasii temsil
etmektedir. Ancak bu uyarlama her hasta i¢in toksinin hazir insan albumini ile
sulandirilarak hazirlanmasi, yiliksek maliyetli olmasi, pratik uygulamadaki
zorluklar ve diisiikte olsa kan iirlinleri ile bulagsan viral hastalik transmisyon
riskinden otiirii klinik uygulamaya pek uygun degildir. Maliyet sorununun 6niine

gecmek, nispeten kolay uygulanabilir olmasi ve hastalik gegis riskini 6nlemek i¢in
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insanlarin kendi albumini toksin biyoyararlanmini arttirmada her bireye 06zgi
olarak kullanilabilir. Insanlardan saf albumin eldesi zaman alan ve yiiksek
maliyetli olan bir islem oldugu i¢in pratik yoldan minimum maliyetle albuminden
zengin bir madde elde etmenin en kolay yolu kanin santrifiijle plazma ve sekilli
elemanlara ayrilmasi ile olur. Plazmanin i¢inde yiiksek oranda albumin ve daha az
oranda da kandaki diger proteinler bulunmaktadir. Klinigimizde Bulam ve ark.
tarafindan yapilmis calismada TZP' nin toksinin ¢izgili kas paralizisi {izerinde
olumsuz etkisinin oldugu gosterilmistir.'”” Bu nedenle TFP kullanilarak toksinin
sulandirilmasi planlandi ve bu amagla Grup III tigiincii ¢alisma grubu olusturuldu.
Grup III bizim klinik uygulamalarimizda her hastada albuminden zengin TFP
eldesi ile toksin enjeksiyonu modelini temsil etmektedir. Grup IV kontrol grubu
olup, Grup I-II ve II' iin kontrolii olarak tasarlandi.Bu modelin kullanildig:
calismalarda hem ayni denekte kulaklarin birbirine gore pozisyonu ve Olglim
degerleri, hem de gruplar arasindaki genel farklar 6nem arz etmektedir. Ayrica
botulinum toksin uygulamalarinin 6ziinde c¢oklu intramuskuler veya subkutan
uygulamalar s6z konusu oldugundan enjeksiyonda el becerisi 6nem arz
etmektedir. Tavsan derisi insan cildinden farkli olup enjeksiyon 6ncesi uygulama
icin kas anatomisinin ortaya konmasi ve enjeksiyon pratigi yapilmasi énemlidir.
Elektronéromyografik (ENMG)galismalarda ¢alismanin yapildig1 noktalar 0.
haftadaki bazal ENMG' den hemen sonra isaretlenmis ve 2. hafta, 6. hafta ve 12.
haftalarda tekrarlanan ol¢limler i¢in hep bu nokta kullanilmistir ¢iinkii farkl
noktalardan yapilacak olgiimler sonuglar1 degistirecektir. Calismamizda Jabor ve

arkadaglarinin tanimlamis oldugu model baz alinarak ve oOncesinde yapmis
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oldugumuz pilot calismada kasin anatomisi g6z onilinde bulundurarak tavsan
anterior aurikuler kasin orta kisminda maksimum elektriksel aktivitenin elde
edildigi nokta isaretlenerek aksiyon potansiyellerinin Ol¢limii Oncesinde ve
sonrasinda bu noktalardan yapilmistir.

Degerlendirme gorsel ve elektrofizyolojik olarak 2 sekilde yapilmistir. Gorsel
degerlendirmede kulak pozisyon degisimleri izlem zamanlarina gore grup i¢i ve
gruplar arasinda karsilagtirilmistir. ENMG' de ise izlem zamanlarina gore grup ici
ve gruplar arasi kas aksiyon potansiyelleri arasindaki farklar degerlendirilmistir.
Uygulamalar oncesi (0. hafta) yapilan gorsel degerlendirmelerde deneklerin
higbirinde kulak pozisyonlarinda fark goriilmedi ve hepsi dik pozisyondaydi.
Deneklerin temin edilmesi sirasinda kulaklarinda herhangi bir patolojik durum
olmamasina dikkat edilmisti ve kulak pozisyonlari ile ilgili bir farklilik gelismedi.

Gorsel skalada grup i¢i bulgular incelendiginde;

Grup I' de gorsel skalada 0. hafta ve 6. hafta arasindaki farkin anlamli olmasi
toksinin etkisinin 6. haftada devam edebilecegi seklinde yorumlandi. 6. hafta ve
12. hafta arasindaki skor farkinin anlamli olmasi ve 0. hafta ile 12. hafta
arasindaki skor farkinin anlamsiz olmasi toksinin etkisinin 12. haftada
sonlandigini gostermekteydi.

Grup II' de gorsel skalada 0. hafta ve 2. hafta arasindaki farkin anlamli olmasi
toksinin etkisinin 2. haftada istenen diizeyde oldugunu gostermekteydi. Ancak 2.
hafta ve 6. hafta skorlarin 2. hafta lehine anlaml1 ytliksek olmasi ve 0. hafta ile 6.

hafta arasindaki gorsel skor farkinin anlamsiz olmasi toksinin etkisinin 6. haftada
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istenen diizeyde olmadig1 seklinde yorumlandi ve bu sonuclarin ENMG bulgulari
ile de degerlendirilmesi daha net bir yorum yapmamizi saglayacagi diisliniildii.

Grup III' iin kendi iginde izlem zamanina gore olan gorsel skala bulgular
Grup II' nin kendi i¢indeki bulgularla benzer olarak bulundu, olasi nedenlerin
ENMG bulgular ile korelasyonunun aragtirilmasi planlandi.

Grup IV kontrol grubu oldugu i¢in haftalara gore gorsel skorda herhangi bir
degisimin olmamasi beklenen bir bulguydu.

Gorsel skalada gruplar arasi bulgular incelendiginde;

2. haftada Grup I, II ve III' iin, Grup IV' e gore skorlar1 anlaml1 daha yiiksekti.
Toksinin tiim ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore etkin bir paralizi yarattigi
goriildi. Grup II' nin Grup I ve III' e gore gorsel skorlar1 anlamli daha yiiksekti ve
agir paralizili denek sayisi daha fazlaydi. Bu bulgularin ENMG bulgulan ile
korelasyonunun arastirilmasi planlandi.

6. haftada Grup I, II ve III' tin Grup IV' e gore skorlar1 anlamli daha yiiksek
bulundu ancak Grup I' in, Grup II ve III' e gore skorlar1 daha yiiksekti. Bu da 6.
haftada grup ici degerlendirme bulgular1 ile Ortiismekteydi. 6. haftada standart
sulandirmanin albumin ve/veya TFP ile sulandirmaya gore idame etkide daha
basarili oldugu diisiiniildii.

12. haftada sadece Grup I' de bir denekte hafif paralizinin oldugu gézlendi
ancak tiim c¢alisma gruplar1 ve kontrol grubunda anlamli fark yoktu ve deneklerin
hepsinde toksinin etkinligini yitirmis oldugu diisiiniildi.

ENMG' de grup i¢i bulgular incelendiginde;
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Grup I' de 0. hafta ile 6. hafta arasinda anlamli farkin olmasi ve 2. hafta ile 6.
hafta arasinda anlamli farkin olmamasi toksinin 6. haftada dahi etkinligini devam
ettirdigi seklinde yorumlandi. Bu bulgularin gorsel skala bulgulari ile korele
oldugu goriildii.

Grup II' de 0. hafta-2. hafta, 2. hafta-6. hafta ve 0. hafta-6. hafta arasindaki
anlaml fark toksinin 2. haftada etkisinin basladig1 ancak 6. haftada 2. haftadaki
kadar etkin olmadig1 seklinde yorumlandi. Bu bulgular biiyiik 6l¢iide gorsel skala
bulgular ile 6rtiismekteydi.

Grup III' deki bulgularda toksinin etkisinin 2. haftadan 6. haftaya dogru
progresif bir sekilde etkinligini kaybettigi seklinde yorumlandi ve gorsel skala
bulgular ile korele idi.

ENMG' de gruplar arasi bulgular incelendiginde;

2. haftada tiim ¢alisma gruplarinin aksiyon potansiyellerinin kontrol grubuna
gore anlamli bir sekilde diismiis oldugunun gozlenmesi toksinin etkisinin
basladigin1 gostermektedir. Grup II' deki paralizinin Grup I' e gore anlamh
bulunmasi ve bu bulgunun gorsel skala ile ortiismesi albumine bagli olarak
toksinin ilk haftalarda daha etkili bir paralizi olusturdugu gostermistir. Grup II ve
Il arasinda anlamli fark olmamasina ragmen medyan amplitiidler
degerlendirildiginde Grup II' nin medyan amplitiidleri daha diisiik bulunmustur.

6. haftada tiim calisma gruplarinin aksiyon potansiyelleri kontrol grubuna
gore anlamli olarak diistik olsa da Grup I' in Grup II ve III' e gore yarattig1 ¢izgili

kas paralizisinin daha etkin oldugu goriildi. Gorsel skala ile de bulgular
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ortiismekteydi. Albumin ve TFP ilavesinin 6. haftada toksin etkisi ilizerinde
olumsuz bir etki yarattig1 goriildii.

12. haftada tim gruplar arasinda fark olmayip,farkli sulandirma
yontemlerinin ila¢ yarilanma 6mriine olumlu bir etkisinin olmadig1 aksine ilacin
etkin siiresini azaltabilecegi diisiiniildii.

Albuminle toksinin sulandirilmasi ve biyoyararlanimi arttirmaya yonelik
noroloji literatiiriinde ¢alismalara rastlanmistir. 2000 yilinda Rollnik ve
arkadaslariimn yaptigi klinik arastirmada 115 hastalik bir seride Dysport® insan
albumini ile sulandirilarak hazirlanmis ve albuminle sulandirmanin ilacin etki
siiresini uzattigt ve daha diisiik dozda aym terapddik etkinlige ulasildigi
saptanmis.”> Ancak calismada ayni bulgularin Botox® i¢in genellenmesinin dogru
olmayacagi ve Botox” ile de daha ileri calismalarin yapilmasi gerektiginden
bahsedilmistir. 2001 yilinda Bigalke ve arkadaslar1 insan albumini ile Dysport™ u
sulandirip hem in vivo hem de in vitro ¢calisma modeli i¢in kullanmuglardir."* in
vitro c¢alisma modelinde fare hemidiyaframi organ banyosunda ENMG ile
degerlendirilmistir. In vivo modelde insan EDB (Extensor Digitorum Brevis)
kasina enjeksiyon yapilmistir. In vitro modelde toksinin albumin ilavesi
sonrasinda paralizi i¢in gereken latent siireyi kisalttigi ve daha etkin bir paralizi
olusturdugu bulunmustur. Bu bulgunun bizim yaptigimiz ¢aligmanin bulgular ile
ortiistligli goriildii. In vivo calisma modelindeki hastalar yiiksek ve diisiik
konsantrasyonda toksin enjeksiyonu seklinde 2 gruba ayrilmis ancak etki siiresini
karsilastirmaya yonelik bu gruplarin kontrolii olacak standart sulandirma grubu

olusturulmamistir. 2009 yilinda Mohammadi ve arkadaglari servikal distoni,

66



blefarospazm ve hemifasiyal spazm i¢in 106 hastalik bir grupta insan albumini ile
sulandirilmis Dysport”® ve/veya Botox™ ile standart sulandirmayi karsilastiran bir
calisma yapmis 2 grup arasinda yanit baslangic zamanlar ve etkinlik siireleri
birbirine benzer bulunmus ancak albumin ilavesi yapilan grupta yan etkilerin daha
az rastlanildig1 sonucuna varilmig.?! Yapilmis olan bu calismalarda albumin
ilavesinin, toksinin sise duvarina ve plastik yilizeylere non spesifik
adsorbsiyonunun oniine gectiginden  bahsedilmektedir.Non spesifik
adsorbsiyonunun azaltilmas1 disinda, albuminin ilag¢ ic¢in tasiyici molekiil gorevi
gormesiyle birlikte ilacin yarilanma omriindeki artis, toksin i¢in stabilizator gorevi
gormesi ve motor son plaga daha etkin diflizyonu saglamasi diger biyoyararlanimi
arttirabilecek olas1 faktorler olarak sayilmistir. Yine Botox® ve Dysport”
arasindaki potens farkinin bu iki {iriiniin i¢indeki birim toksin {initesi basina diisen
albumin miktarina bagl olabileceginden bahsedilmektedir.

Bizim caligmamizda 2. haftada albumin ile sulandirilmis grubun (Grup II)
standart sulandirmaya oranla (Grup I) daha etkin ¢izgili kas paralizisi yaratmis
oldugu goriildii. Ancak 6. haftada ayni etkinin goriilmedigi tam aksine standart
sulandirmanin (Grup I) albumin (Grup II) ve TFP (Grup III) ile sulandirmalara
kiyasla ¢izgili kas paralizisini daha etkin bir sekilde siirdiirdiigii gézlendi. 6.
haftadaki bulgular, daha oOnceki yapilmis c¢alismalar ile tam tersi sonuglar
gostermekteydi.

Grup III' de 6. haftada ortaya ¢ikan bu ters etkinin TFP' ye bagl olabilecegi
diisliniildi. Klinigimizde 2013 yilinda Bulam ve ark. tarafindan yapilmis

calismada TZP' deki trombositlerin graniillerinde bulunan proteazlarin toksin
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aktivitesinde azalma vyarattig1 tespit edilmistir."> Bizim calismamizda TFP
kullanilmasina ragmen geride kalan rezidiiel trombositlerin (< 10.000/uL) toksin
tizerinde ayni olumsuz etkiyi yaratmis olabilecegi diisiiniildii ve plastik cerrahide
kozmetik amaglh toksin uygulamalarinda toksinin TFP ile sulandirilmasinin
sakincal1 oldugu bulundu.

Grup II' de 6. haftada toksinin aktivitesindeki azalmada birden ¢ok faktoriin
etkili olabilecegi diisiiniildii.

Albumin baslangigta daha etkin bir paralizi olusturulmasinda yardimci
olmasma ragmen, ilerleyen donemlerde motor son plakta aksonal filizlenme
tizerine muhtemel bir olumlu etki yaratmis olabilir. Albuminin motor son plakta
sinir rejenerasyonu iizerinde herhangi bir etkisinin olup olmadig1 ile bagka
arastirmalarin yapilmasi gelecekte planlandi.

Toksinin tavsan serum albumini ile sulandirilmasiyla toksinin i¢inde birden
fazla ve farkli yapida protein (insan serum albumini ve tavsan serum albumini) bir
araya geldigi icin toksin lizerinde yeni epitop olusumuna yol agmis olabilir. Buna
bagli olarak yeni nétralizan antikor olusumu toksinin etkinligini azaltmis
olabilir.*>*

Insan ve tavsan serum albumini arasinda muhtemel bilinmeyen etkilesimlere bagli
etkinlik kaybi ile karsilasilmis olunabilir.

Onceki biyoyararlanimi arttirma ¢alisma modelleri ile bizim deneysel
modelimiz arasindaki bir takim farkliliklar sonuglarin birbirinden farkli
cikmasinda etkili olmus olabilir. Toksin olarak Dysport™ un tercih edilmesi,

kullanilan dozlarin bizim ¢alismamizdaki dozlarin 10-90 kat1 olmasi, albumin ile
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sulandirmanin 10 kat daha fazla hacimde yapilmasi, yliksek hacimli enjeksiyonlar
ve Botox" ile ilgili verilerin sirli olmasi bu farkliliklardan birkagidur.

Noromuskuler hastaliklar i¢in yiiksek hacimli enjeksiyonlarda albuminin
katkis1 gosterilmis olmasina ragmen plastik cerrahide kozmetik amach
uygulamalarda diisiik hacimli enjeksiyonlar yapilmaktadir ve bu tiir
sulandirmadaki  modifikasyonlarin  kozmetik amaghi  uygulamalar ig¢in
yapilmasinin bizim ¢alismamiz verileriyle uygun olmadigi kanisina varilmistir.

Botulinum toksin calismalar1 i¢in tavsan modeli miikkemmel bir secenck
olmasina ragmen biyoyararlanim c¢aligmalari i¢in toksinin hazir insan albumini ile
sulandirilarak tavsana verilmesi immiinolojik acidan uygun degildir. Bizim
calismamizda da bu yiizden tavsan serum albumini kullanilmustir.

Immun sistemi baskilanmis farelerde ve daha genis gruplarda toksinin insan
albumini ile sulandirilarak baska biyoyararlanim ¢alismalarinin gelecekte
yapilmasinin daha uygun olacag diisiiniildi.

Gorsel ve ENMG degerlendirmelerin yani sira histolojik ve genetik analiz
degerlendirmelerinin eklenmesi gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalarda
sonuglarin daha kuvvetli korelasyonunu gostermek icin faydali olacaktir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile botulinum toksininin albumin ve/veya TFP ile
sulandirilmasinin standart sulandirmaya gore iistiinliigiiniin olmadig1 saptanmis ve
plastik cerrahi alanindaki uygulamalar i¢in bu tiir modifikasyonlarin kullanilmasi

uygun bulunmamastir.
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6. OZET
Plateletten Fakir Tavsan Plazmasi ile Sulandirilmis Botulinum A Toksininin

biyoyararlanim iizerine etkisi

Otolog kanin santrifiij islemlerinden gegirilmesiyle elde edilen Trombositten
Fakir Plazma (TFP) yliksek oranda albumin igermektedir. Botulinum A Toksini
(BTxA) sinir kas kavsaginda SNAP-25 proteinini kirarak asetilkolin salinimini

engelleyen norotoksindir.

Calismanin amact BTxA'nin saf albumin ve/veya TFP ile sulandirilmasinin

toksin biyoyararlanimi {izerine etkisini arastirmaktir.

Calismada 24 adet Yeni Zelanda tipi tavsan kullanildi. Tavsan Anterior
Aurikuler kas (AAK) modelinde calisildi. Denekler 4 gruba ayrildi ve sag kulak
AAK i¢ine farkli sulandirma yontemleri ile hazirlanmis BTxA enjekte edildi.
Grup I'deki deneklere 2.5U serum fizyolojik (SF) ile sulandirilmis BTxA, Grup
II'deki deneklere saf tavsan albumini ile sulandirilmis BTxA, Grup II'deki
deneklere otolog TFP ile sulandirilmig BTxA enjekte edildi. Grup IV ise kontrol

grubu olarak tasarlandi ve SF enjekte edildi.

Uygulamalar  6ncesi  deneklerin  kulaklarinin  fotografik kaydi ve
elektrondromyografik (ENMG) incelemesi yapildi ardindan tiim gruplarda
enjeksiyonlar gergeklestirildi. Uygulamalar sonras1 2, 6 ve 12. haftalarda gorsel ve

ENMG degerlendirmeleri tekrarlandi.
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2. haftada Grup II'de medyan amplitiid diizeylerinde diger gruplara gore

istatistiksel anlaml1 diisiis saptandi.

6. haftada Grup I'de medyan amplitiid diizeylerinde diger gruplara gore

istatistiksel anlamli diisiikliik saptandi.

12. haftada tiim gruplarda anlamli fark bulunamadi.

Saf albumin ile BTxA'y1 sulandirmanin, baslangicta SF veya TFP ile
sulandirmaya kiyasla daha kuvvetli paralizi olusturdugu goriildii ancak SF ile
sulandirmanin ilerleyen haftalarda diger sulandirmalara kiyasla paraliziyi daha iyi
idame ettirdigi  goriildii. TFP i¢indeki rezidii trombositlerin  toksin
notralizasyonunda  etkili  olabilecegi  diisliniildii. =~ Albuminin  aksonal

tomurcuklanma tizerindeki etkilerini arastiracak ¢alismalar planlandi.

Plastik cerrahi uygulamalarinda toksinin albumin ve/veya TFP ile

sulandirilmasi uygun bulunmadi.

Anahtar kelimeler: Botulinum toksin, Albumin, Trombosit Fakir Plazma
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7. SUMMARY
The effect of the platelet poor rabbit plasma supplemented Botulinum A

Toxin to biologic efficacy

Platelet poor plasma (PPP) which is obtained with centrifugation of
autologous blood, contains high levels of albumin. Botulinum A Toxin (BTxA) is
a neurotoxin which cleaves SNAP-25 protein and prevents acetylcholine release

to neuromuscular junction.

Aim of this study is to investigate alteration on biological efficacyof BTxA

when it is diluted with albumin orPPP.

Anterior auricular muscle (AAM) model was used in twenty-four New
Zealand rabbits which were divided into 4 groups. Right AAM was injected in all

groups.

In Group I dilution of toxin with normal saline was done and injection was
performed in a dose of 2.5 U. In Group II toxin dilution was done with lyophilized
rabbit serum albumin and in Group III with each rabbit’s own PPP. Group IV was

designed as control group and only normal saline was injected.

Photographic documentation and electrophysiological studies were performed

in all groups before injection.

Median amplitudes were lower in Group II when compared with other groups

at the 2nd week and this difference was statistically significant.
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At the 6th week Group I had lower median amplitudes according to other

groups and this finding was statistically significant.

At the 12th week there was no statistically significant difference in visual and

electrophysiological findings between groups.

Toxin diluted with pure albumin caused stronger paralysis initially when
compared with saline and PPP dilution however saline dilution maintained better
paralytic effect later on. Residual thrombocytes in PPP could be primary cause of
toxin neutralization. Pure albumin could cause axonal sprouting at neuromuscular

junction and future researches have beenplanned on this subject.

BTxA dilution with albumin or PPP was found to be inappropriate for routine

daily practice in plastic surgery.

Key Words: Botulinum toxin, Albumin, Platelet Poor Plasma
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